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Resumen

En la naturaleza, la biparticién embrionaria ocurre de manera espontdnea en menos del 1% de los casos. Este
suceso puede ser realizado mecdnicamente en estadios avanzados de desarrollo embrionario, con el uso de
micromanipuladores. El presente trabajo tuvo como objetivo; evaluar el estadio embrionario éptimo para la
biparticion de embriones (sin el uso de micromanipuladores). Para este trabajo se utilizaron 10 embriones pro-
ducidos in vivo por la técnica de superovulacion (SOV), cinco mérulas y cinco blastocistos de calidad exce-
lente, los cudles fueron divididos manualmente en medio de manipulacién. Luego de la division, los embrio-
nes fueron cargados a pajuelas con medio de manipulacion, para ser transferidos a vacas receptoras previa-
mente sincronizadas. Se confirmaron tres prefieces dobles con embriones en estadio de mérula a los 35 dias
luego de la transferencia. En conclusion, la produccion artificial de gemelos homocigdticos puede realizarse
arin en condiciones de campo a partir de embriones en estadio de mérula. Futuros trabajos que incluyan un
mayor niimero de embriones, deberdn confirmar los resultados preliminares obtenidos en este experimento.
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Generation of homozygous twins by embryo bipartition in cattle

Summary

In nature, embryo bipartition occurs spontaneously in less than 1% of cases. This event can be performed mechanically in advanced
stages of embryonic development through the use of micromanipulators. This study aimed; evaluating optimal for bipartition embryon-
ic stage embryo (without the use of micromanipulators). For this work 10 embryos produced in vivo by the technique of superovulation
(SOV), five morulae blastocysts five excellent quality, which were divided manually handling means were used. After the division, the
embryos were loaded straws with handling means, to be transferred to previously synchronized recipient cows. Three twin pregnancies
with embryos in morula stage confirmed 35 days after the transfer. The artificial production of homozygous twins can still be performed
under field conditions from embryos in morula stage.

Future studies involving larger numbers of embryos, will be needed to confirm the preliminary results obtained in this experiment.
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Introduccién

La presién econémica y de conservacion en la pro-
duccién animal requiere que los avances tecnoldgicos
en embriologia sigan haciendo mejoras en la previsibi-
lidad y la eficiencia en la utilizacién de embriones .

Entre las biotecnologias reproductivas que
mayor atencion han recibido estdn la superovula-
cién, transferencia embrionaria, criopreservacién
de gametos y embriones, cultivo in witro de
embriones, asi como la micromanipulaciéon
embrionaria (biparticién embrionaria) con fines
investigativos, o de mejora genética. La biparti-
cién de embriones de mamiferos y el aislamiento
de blastémeros es una técnica muy ttil para gene-
rar gemelos o mdltiplos. Se han visto gemelos
idénticos de varias especies a la largo de la histo-
ria y el avanzado en las Gltimas décadas a una
variedad de aplicaciones en la medicina veterina-
ria y humana es muy importante ©. La microma-
nipulacién en mamiferos con fines de producir
gemelos idénticos se realiza en estadios tempranos
del embrién . Al presente, existe variaciéon en la
micromanipulacién embrionaria empleada en
animales de granja y/o de laboratorio, para pro-
ducir gemelos genéticamente idénticos ), siendo
la mas importante, la particién embrionaria por
microcirugia y la separacién y cultivo de blasto-
meros aislados por métodos enzimaticos y meca-
nicos "', Sin embargo, a pesar de que las técni-
cas vienen desarrollindose desde hace décadas,
aln no se cuenta con resultados éptimos, ni con
informacién que pueda ser replicada sin un equi-
pamiento sofisticado. El presente trabajo tuvo
como objetivo evaluar el estadio embrionario
6ptimo (moérula o blastocisto) para la biparticién
de embriones en condiciones de campo, sin el uso
de micromanipuladores. Sugiere la posibilidad de
usarla como herramienta para lograr mudltiples
beneficios tales como la obtencién de material
bioldgico, incremento del porcentaje de prefiez, el
progreso genético, entre otros.

Materiales y métodos
Evaluacién y seleccion de receptoras

Se evalu6 visualmente y con entrevista al
ganadero las condiciones sanitarias Optimas, edad
(2-10 afios), ndmero de partos (0-8 partos) y con-
dicién corporal (2,5-4), y luego contrastar con
ecograffa para descartar prefiez y anormalidades;
al mismo tiempo, se clasificaron segtin los cruces.

Sincronizacion de celo de receptoras

Las receptoras fueron sometidas a un protoco-
lo de sincronizacién de estro, donde el dia cero se
aplica progesterona 1,38 gr (CIDR®, Pfizer) mas
benzoato de estradiol 2 mg (Estovet®, Montana);
dia cinco se aplica prostaglandina F2ot como lute-
olitico 25 mg (Lutalyse®, Pfizer) mas 400 UI de
EcG (Folligon®, Intervet); dia ocho se retira la pro-
gesterona, el dfa nueve se aplica 1 mg de benzoato
de estradiol con la finalidad de sincronizar la ovu-
lacién, dfa diez las receptoras presentan estro, dia
17 se realiza la transferencia de embriones.

Colecta de embriones

La colecta se realizé a los siete dias de la pri-
mera inseminacién artificial, utilizando la técnica
que a continuacién se detalla. Primero se dilata
la cérvix para luego fijar el catéter foley en el
cuerno derecho y posterior en el izquierdo se rea-
liza el lavado de cada cuerno utilizando medio de
colecta (BioLife™, Agtech), el medio evacuado
va al filtro (Zona™ Filter, Agtech) donde son
retenidas las estructuras; acabado el proceso de
colecta el filtro es llevado al laboratorio donde es
depositado en placas Petri de 100 mm, para pos-
terior realizar la basqueda.

Biisqueda vy clasificacién de embriones

Se realiz6 mediante un estereoscopio (Nikon
MZ 745 - Aleman), a un aumento de 20X, todas
las estructuras halladas son trasladadas a una
placa de 35 mm la cual contiene medio de man-
tenimiento (SYNGRO?, Bioniche, Canad4) para
posteriormente acabada la busqueda realizar la
clasificacién segiin la Asociacién Internacional

de Transferencia de Embriones IETS (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de los embriones, segun estado
de desarrollo y calidad embrionaria (IETS, 2010; 7).

Estado de desarrollo Codigo
Ovocito no fertilizado-UFO 1
Moérula compacta 4
Blastocisto temprano 5
Blastocisto 6
Blastocisto expandido 7
Blastocisto eclocionado 8
Calidad embrionaria Codigo
Excelente 1
Bueno 2
Regular 3
Degenerado 4
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Biparticion de los embriones

Del grupo de embriones, se seleccion6
embriones en estadios de moérula y blastocisto,
ambas de condicién excelente (la clasificacion
fue realizada acorde a la clasificacién propuesta
por la Sociedad Internacional de Transferencia
de Embriones) . Los embriones fueron trasferi-
dos una placa de 60mm donde contiene gotas de
20 ul con medio de micromanipulacién com-
puesta por TCM-Hepes suplementado con 30%
de suero fetal bovino (SFB), donde ambos fueron
bipartidos con ayuda de una ultra Sharp splitting
blades (BIONICHE, USA). La biparticiéon fue
realizada considerando mitades exactas del maci-
zo celular de la mérula y el embrioblasto para el
caso del blastocisto. Las mitades fueron trasferi-
dos al medio SOF "?; suplementado con 0,4
mM piruvato de sodio, 0,2 mM de L- glutamina,
1X de aminoAcidos esenciales y no esenciales, 10
ng/mL de EGE 2% de SFB, 0,1 mg/mL de 4cido
citrico, 0,5 mg/mL de myo-Inositol y 0,3% de
albimina sérica bovina (BSA) libre de 4cidos
grasos, los reactivos usados de la marca SIGMA.
Posteriormente, las mitades de la mérula fueron
transferidos a una pajuela de 0,25 cc (lo mismo
fue realizado con las mitades del blastocisto) para
poder ser transferidos a dos vacas receptoras
Aberdeen Angus de dos afios de edad, previa-
mente sincronizadas *. La confirmacién de la
prefiez se realiz6 a los 35 dias con un equipo de
ultrasonido (Esaote, Italia).

Transferencia de embriones

Para la transferencia de los embriones, se
ubica el cuerpo lateo por palpacion (CL > 16
mm), lo que indicaba ser apta como receptora de
embrién; Teniendo los embriones ya identifica-
dos segiin registro y calidad se realizo las transfe-
rencias utilizado una pistola de transferencia de
embriones (21”) con fundas punta de acero
(Agtech, USA) cubierta con camiseta sanitaria,
donde la pistola es dirigida al cuerno lipso lateral
del CL funcional, para que el embrion sea depo-
sitado en el tercio craneal del cuerno uterino.

Diagndstico de prenez

Se realiz6 después de 28 a 35 dias de transfe-
rido el embrién, mediante ultrasonografia
(Easote, Italia), con frecuencia de 7,5 MHz.

Andlisis estadistico

Para el analisis del efecto del estadio embrio-
nario sobre la tasa de gestacién en receptoras se
utiliz6 la prueba t de Student (p<0,05).

Resultados

Se realizaron 10 transferencias de embriones
bipartidos frescos en receptoras cruzadas resul-
tando prefiadas el 60%: en el caso de transferen-
cia de moérulas se transfirieron 5 embriones bipar-
tidos logrando prefiar 3 (60%), gestaciones
gemelares; en blastocitos 5 transferidos logrando
prefar 0 (0%); los resultados indican diferencia
estadistica significativa p<0,05 (Tabla 2).

Tabla 2. Diferencia del porcentaje de gestacién de
embriones bipartidos entre los estadios de moérula y
blastocisto en ganado bovino.

Estadios n° Tasa de prefneces dobles n (%)
Mbérula 5 3 (60)?
Blastocisto 5 0 (0)°

a - b / Letras diferentes en sentido vertical, indican diferencias
estadisticamente significativas (P < 0,05).

Figura. Gemelos homocigéticos de la raza Angus,
producidos por biparticion embrionaria.

Discusion

En la década del 70 se pensaba que los
embriones en fases tempranas de la segmentaciéon
no sobrevivirfan después de una microcirugia .
Fue en los afios ochenta cuando se demostré que
las mérulas y blastocistos de los animales domés-
ticos eran capaces de desarrollarse después de
una particién y producir nacimientos viables “".
Actualmente la particién de embriones permite
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la produccién de gemelos idénticos al dividir el
embrién original por métodos microquirdrgicos,
con ayuda de un micromanipulador. Sin embar-
go, en nuestro trabajo los embriones fueron
bisectados manualmente, lo que sugiere su apli-
cabilidad con equipamiento minimo bajo condi-
ciones de campo. Las tasas de produccién de
gemelos homocigéticos van desde poco méas de
30% en bovinos y ovinos *” ", siendo hasta casi
70% en bovinos, con porcentajes de gestacion
superiores a 60% "V e incluso, en algunos casos,
equivalentes a 100% "?. En nuestro trabajo, se
transfirieron 10 hemi-embriones, obteniéndose
una tasa de prefieces dobles de los hemi-embrio-
nes del 60% para el caso de mérula, similar a lo
previamente reportado. No obstante, la causa
referente a la ventaja que tiene el estadio de
morula comparado al de blastocisto requiere de
mayores estudios.

Este trabajo genera la posibilidad de ser repli-
cado trayendo consigo muiltiples ventajas tales
como la produccion de gemelos idénticos; evita
la apariciéon de freemartinismo, disposicién de
blastomeras desprendidas para el sexaje previo de
embriones, generaciéon de gemelos idénticos para
trabajos de investigacién, provisién de material
para pruebas genémicas de los futuros terneros,
entre otros.

Conclusion

La produccion artificial de gemelos homocigé-
ticos puede realizarse con equipamiento minimo
bajo condiciones de campo a partir de embriones
en estadio de moérula. Futuros trabajos que inclu-
yan un mayor ntimero de embriones, deberan
confirmar los resultados preliminares obtenidos
en este experimento.
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